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Echokontrastml tte1 



Die Erfindung betrifft eine wSBrlge Zubereitung zur Aufnahme und Stabill 
slerung von Mikrogasblaschen zur Verwendung als Echokontrastml ttel . 



^tj^pH rfpr Technlk 

Da Ultraschall von In FIQsslgkeiten suspendlerten Gasblischen stark reflek- 
tiert wird, wurden als Kontrastrolttel fur die Ultraschalldlagnostik schon 
fruhzeltig wSBrige Zubereitungen vorgeschlagen, die stabilisierte Mikrogas- 
blaschen enthalten. Mi krogasbUschen lassen sich in wiBrigen Zubereitungen 
durch Herabsetzung der OberfUchenspannung, d.h. durch Zusatz geeigneter 
Tenside stabllisieren. 

In der EP-B-0077752 wird angegeben, daB wSBrlge Losungen, die ein Tensid 
Oder ein Tensidgemisch und zusitzlich eine viskositUserhdhende Substanz 
enthalten, vorteilhafte kontrasterzeugende Eigenschaften aufweisen. Als in 
Frage koramende Tenside werden u.a. nicht ionogene Lecithine und Lecithin- 
fraktionen sowie Pol yoxyethylenpolyoxy propyl en- Pol ymere angegeben, In den 
sechs Herstellungsbei spiel en der EP-8-0077752 werden Zubereitungen angege- 
ben, die als Tensid Jeweils ein Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres und 
als viskositatserhdhende Substanz Glucose oder Oextran oder das Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polywere selbst enthalten. Eine Kacharbeitung der 
Herstellungsbeispiele hat gezeigt, daB die kontrastgebende Wirkung nicht 
befriedigend ist. So eignen sich die Zubereitungen der EP 8-0077752 nicht 
fOr Linksherzdarstellungen. 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, daB waBrige Zubereitungen, die 
neben Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymereh negativ geladene Phospholipi- 
de enthalten. sich in flberragender Weise zur Aufnahme und Stabllisierung 
von Mikrogasblaschen eignen. 
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Beschrelhimn dpr Frflnflimi 



• 2"bere1tungen zur Aufnahme und 

Stabilfsferung von MikrogasblSschen zur Verwendung als Echokontrastmittel 
enthaltend Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere und negativ geladene 
Phospholipide. 

Weitere GegenstSnde ergeben sich aus den PatentansprUchen. 

Als PoTyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere werden solche mit efnem nilttle- 
ren Molekulargewicht von 8350 bis 14000 bevorzugt. Polyoxyethylenpolyoxy- 
propylen-Polyraere werden auch als Poloxamere bezeichnet und sind z.B. unter 
dem Warenzeichen Pluronics* (Wyandotte Chemicals Corp.) in, Handel erhllt- 
lich. Die erfindungsgemaBen Zubereitungen enthalten 0.1 bis 10 X. vorzugs- 
weise 1 bis 5 «, Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere. Die negativ gela- 
denen Phospholipide sind in einer Menge von 0.01 bis 5 X. vorzugsweise 0 5 
bis 2 % enthalten. Prozentangaben beziehen sich jeweils auf Gewicht/Volu- 
raen. 

Als negativ geladene Phospholipide konnen Phosphatidylglycerole, Phosphati- 
dylinositole. Phosphatidylethanolamine und Phosphatidylserine und deren 
Lysoformen in Frage. Unter Lysoformen der negativ geladenen Phospholipide 
werden negativ geladene Phospholipide verstanden, die nur einen Acylrest 
enthalten. Bevorzugt sind Lysoformen der negativ geladenen Phospholipide. 
bei denen die Acylgruppe am Sauerstoff des Kohlenstoff atoms 1 des Glyce-' 
rinmolekQls gebunden ist. Besonders bevorzugte negativ geladene Phospholi- 
pide sind Oipalmitoylphosphatidylglycerol (DPP6) und Oistearoylphosphat- 
idylglycerol (DSPG). wobei Oistearoylphosphatidylglycerol (DSPG) ganz be- 
sonders bevorzugt ist. 

Die erfindungsgemaBen Zubereitungen zeichnen sich gegenuber dem Stand der 
Technik dadurch aus. daB mit geringem mechanischen Aufwand Mikrogasblischen 
enthaltende Echokontrastmittel erzeugt werden konnen, die wegen ihrer 
groBen Stabilltat einen lang anhaltenden Kontrast erzeugen und sich ausge- 
zeichnet auch zur Linksherzdarstellung eignen. Besonders hervorzuheben ist. 
daB sich die erfindungsgemaBen Zubereitungen ausgezeichnet zur Darstellung 
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von Inneren Oberflichenstrukturen eignen, da die Mikrogasblischen anschei- 
nend gut an OberflSchen haften und so auch nach AusspQlen der 1m Lumen von^ 
GefaBen befindllchen M1krogas|)Uschen einen aufschTuBrelchen Kontrast er- 
reugen. Dadurch 1st es belspielswelse mogllch, die Dynamlk des Herzens auch 
nach Auswaschen des Kontrastmlttels deutllcher darzustellen. 

Die Herstellung der erflndungsgeroaQen Zubereltungen ist unproblematlsch und 
kann erfolgen, Indem die einzelnen Komponenten zusammen oder nachelnander 
in Wasser eingetragen und ndtlgenfalls unter Erv»armen und Riihren geiast 
werden. Gewunschtenfalls kann noch sterillsiert werden, belspielswelse 
durch Hitzesterilisatlon. 

Als besonders gut geelgnet zur Einstellung der Isotonle der erflndungsge- 
maUen Zubereltungen haben sich Glycerin, Mann it und Ammoniumsalze von Arol- 
nosauren, vorzugsweise Glycin, erwiesen. 

Die Erzeugung der Mikrogasblischen erfolgt zweckmSBigerweise erst kurz vor 
Verabrelchung an die zu untersuchenden Patlenten und wird auf an sich be- 
kanote Welse vorgenomnen. Hird z.B. die erfindungsgemaBe Zubereitung In 
einer Durchstechflasche zur Verfugung gestellt, so kann die LSsung zusammen 
mit der gewOnschten Menge Luft in eine Qbliche Spritze aufgezogen werden 
und wieder mit maglichst hohem Druck Ober eine enge KanOle in die Durch- 
stechflasche eingespritzt werden. NStigenfalls wird das Aufziehen und Aus- 
spritzen mehrmals wiederholt. Altemativ kdnnen die erf indungsgemlBen Zube- 
reltungen auch zwischen zwei Spritzen Ober ein VerbindungsstQck mit engem 
Querschnitt oder eine zwischen die beiden Spritzen geschaltete Mlschkammer 
hin- und hergedrtlckt werden. Das letztgenannte Verfahren fOhrt zu besonders 
informativen Ultraschallbildern, wobei gleichzeltig die Ergiebigkeit welter 
erheht wird. 

Als Gase zur Erzeugung der Hikrogasblaschen kommen alle physlologisch ver- 
traglichen Gase in Frage. Die erf IndungsgemiBen Zubereltungen werden pro 
1 ml mit 0.01 bis 0,1, vorzugsweise mit 0,04 bis 0,06 ml Gas aufgeschSumt . 
Sie werden nach Erzeugung der Hikrogasblaschen vorzugsweise IntravenSs ver- 
abrelcht. Je nach Anwendungszweck werden 1 bis 20 ml, vorzugsweise 2 bis 
8 ml, und besonders bevorzugt 5 ml der erf 1ndungsgem§Ben Zubereltungen ver- 
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abrelcht. 



Besonders hervorzuheben ist. daS die erfindungsgemilBen Zubereitungen wegen 
Ihrer 1m Verglelch zum Stand der Technik erhohten Erglebigkeit niedrlger 
doslert werden konnen. 



1. 3,0 g PolyoxyethylenpolyoxypropylenrPolyraeres mit einem nittleren Mole- 
kulargewlcht von 8400 {P1uronic«F68), 1,0 g Oipalnltoylphosphatldylglycerol 
(DPPG) und 3,6 g Glycerin werden In 80 ml Wasser eingetragen. Han erwSrrat 
auf ca. 80-C und rflhrt, bis eine vollstindige Auflosung stattgefunden hat. 
Nach dem Abkuhlen wird mit destilliertem Hasser auf 100 ml aufgefulU. 

2. Man verfShrt wie in Beispiel 1, mit dem Unterschied, daS statt 0PP6 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer. Hamburg) verwendet wird. 

3. In 80 ml Wasser werden 1,1 g Glycin eingetragen. Mit verdQnntem Anwo- 
niak und wird ein pH von 6 bis 7 eingestellt. In die LOsung werden 3,0 g 
Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres mit einem mittleren Molekularge- 
wicht von 8400 (Pluronic«F68) und 1,0 g OPPG gegeben. Han erwirmt auf ca. 
80'C und rflhrt bis eine vollstandige Auflflsung stattgefiinden hat. Nach dem 
AbkQhlen wird mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefOllt. 

4. Man verfahrt wie in Beispiel 3, rait desi Unterschied, daB statt DPPG 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer) verwendet wird^ 

5. In 80 ml Wasser werden 4,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres 
(Poloxamer 188, Pluronic* F68), 1,0 g 01 stearoyl phosphatidyl glycerol und 
5,4 g Mannit eingetragen. Man erwirrat auf ca. 80*C und rflhrt bis zur voll- 
standlgen Aufiesung. Nach dem Abkuhlen wird mit destilliertem Wasser auf 
100 ml aufgefullt. 
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VerqIelchsYersurhp 

Die Uotersuchungen warden an wachen mannlichen Beagle-Hunden (18,2-30,5 kg 
Korpergewicht) durchgefiihrt. Den Hunden wurden jeweils 5 ml i.v. der nach- 
folgend beschriebenen Kontrastmlttelzubereitungen appllziert: 

A: Eine pro 1000 ml 35 g vernetzte Polypeptide enthaltende Infusionslosung 

zur Plasmasubstltution (Haemaccel* der Fa. Behrlngwerke) 
B: Echovlst^ (Echokontrastmlttel der Fa. Schering) 

C: Eine wassrige Losung enthaltend 4 Gew.-% Poloxamer 188 (Pluronic® F68) 

und 4 Gew.-% Glucose (Belsplel 1 In EP 0 077 752) 
D: Eine wassrige Losung enthaltend 2 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Belsplel 2 in EP 0 077 752) 
E: Eine wassrige Ldsung enthaltend 1 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Belsplel 3 in EP 0 077 752) 
F: ErflndungsgemSBe Zubereltung nach Belsplel 5 

Die LSsungen A, C, D, E und F werden luftfrel In einer ersten Sprltze auf- 
gezogen. Diese Sprltze wird sodann rolt dem frelen Ende einer fest mit einer 
zweiten Sprltze verbundenen, 0,18 ml Luft enthaltenden Hischkammer konnek- 
tiert. Unmittelbar vor der Appllkation werden die Ldsungen fQnfraal aus der 
ersten Sprltze Qber die Hischkammer in die zwelte Sprltze und wieder zuruck 
gepumpt. 

Oas handelsQbliche Kontrastmlttel B wird nach den Anweisungen der Packungs- 
beilage bereitet. 

Die echokardiographlschen Ultraschallaufnahmen wurden mit einem Ultra- 
schallgerSt Sonoscope 4 mit mechanischem Kopf bei 3,5 MHz durchgefOhrt. Die 
Videoprints der erhaltenen Ultraschallbil der wurden bezQglich der Kontrast- 
intensltat densitometrisch ausgewertet. Das verwendete Densitometer (Gretag 
D182) bestimmt die Anderungen der Helligkeit (brightness) in 100 Schrltten 
in einem Berelch von 0,00 bis 2,50.Dichteeinhe1ten (density units). Die Ka- 
librierung erfolgt anhand der herstellerseitig bereitgestellten Kalibrle- 
rungskarte nach DIN 16536 (calibration reference), wobei dem hell sten Wei B 
der Wert 1,64 und dem dunkelsten Schwarz der Wert 0,00 zugeordnet wird. Das 
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Mittel aus v1er einzelnen Bestlmmungen auf einer Fllche von 1 cm x 1 cm er* 
gibt den Hert fur jedes Tier fur die applizlerte Zubereitung. 

Die erhaltenen Ergebnl sse sind In der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. 





rechter Yentrlkel 


linker VentHkel 




Kontrast 


Inten: 




Kontrast 


Inten: 


iltit 


5 ml 




max 


lOsec 




max 


lOsec 


A 


ja 


1,18 


0,86 


nein 


0.00 


0,00 


B 


ja 


1,09 


0,65 


nein 


0,00 


0,00 


C 


ja 


1,20 


0,78 


nein 


0,00 


0,00 


0 


Ja 


1.23 


0,87 


nein 


0,00 


0,00 


E 


ja 


1.22 


0,93 


nein 


0,00 


0,00 


F 


Ja 


1.19 


0,82 


ja 


0,78 


0,72 



Intensity In Density Units (OU) 



Aus den Ergebnissen erglbt sich, daB die erflndungsgemlBen Echokontrast* 
mittel 1m Gegensatz zu den Echokontrastmittein nach dem Stand der Technik 
lungengSngig sind und daher sich ausgezeichnet zur Linksherzdiagnostik elg- 
nen. Die Anwendbarkeit der Ultraschallbildgebung In der Herzdiagnostik wird 
durch die erflndungsgemlBen Echokontrastmittel erheblich erweltert. 

DarOberhinaus wurde gefunden, daB die Mikrobllschen der erflndungsgemSBen 
Echokontrastmittel anscheinend eine erhebliche Afflnitat zu den inneren 
OberfiSchen von GefSBen und HohlrSumen des KSrpers aufweisen. Das hat zur 
Folge, daB die Umrisse von GefSBen und HohlrSumen sehr viel besser und da- 
mit informativer dargestellt werden als dies mit Kontrastmittein ridch dem 
Stand der Technik moglich war- Besonders vortellhaft ist hierbei, daB diese 
stark verbesserte Darstellung der Oberflachen von GefiBen und Hohlriumen 
auch noch bestehen blelbt, wenn das Lumen des GefaBes oder Hohlraumes be- 
reits frel von Echokontrastmittel 1st. Diese Qberraschende Kontrast ierurig 
von Oberflachen laBt sich zura Beisplel zur Beobachtung des Endocafds nut- 
zen. 
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In den AbbUdungen 1 und 2 1st das Ergebnis eines Versuches zur Belegung 
dieser neuartigen Kontrastierung von Oberflachenstrukturen dargestelU. 

Abbildung 1 zeigt das echokardlographische Bild des Endocards eines wachen 
Beagle-Hundes 1m sogenannten Vlerkammerbllck unmittelbar vor Erscheinen des 
ersten Kontrastes nach Verabreichung von 1 ml Echokontrastmlttel nach Bei- 
splel 1. 

Abbildung 2 zeigt das Endocard des Tieres, nachdem das Echokontrastmlttel 
berelts wieder aus dem Herzen ausgewaschen war. 

Aus dem Verglelch der beiden AbbUdungen erglbt sich, daB mit den erfln- 
dungsgemSBen Echokontrastmlttel n eine unerwartete Zelchnung des Endocards 
mogllch 1st, die fur diagnostlsche Zwecke einen hohen Informatlonsgewlnn 
bedeutet. 
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PatentansorQche 

1. HSBHge Zubereitung zur Aufnahme und Stablllsierung von MIkrogasbUs- 
Chen zur Verwendung als Echokontrastmittel enthaltehd Polyoxyethylenpoly- 
oxypropylen-Polymere und negativ geladene Phospholipide. 

2. Zubereitung nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere mit eineni mittleren Molekulargewicht von 8350 
bis 14000 verwendet werden. 

3. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere in einer Menge von 0,1 bis 10 % (Gewicht/Volu- 
men) en thai ten sind. 

4. Zubereitung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polymere in einer Henge von 1 bis 5 % (Gewicht/Vo- 
lumen) enthalten sind. 

5. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladene Phospholipide Phosphatidylglycerole, Phosphatidyl inositole. Phos- 
phatidyl ethanol amine und/oder Phosphatidyl serine enthalten sind. 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladenes Phospholipid Oistearoyl phosphatidyl glycerol enthalten ist. 

7. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB negativ gela- 
denes Phospholipid in einer Henge von 0,01 bis 5 % (Sewicht/Volumen) ent- 
halten ist. 

8. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie 3 X (Ge- 
wicht/Volumen) Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere mit einem raittleren 
Molekulargewicht von 8400 und 1 % (Gewicht/VoTumen) Oistearoyl phosphati- 
dyl glycerol enthalt. 

9. Zubereitung nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB das oder die 
negativ geladenen Phospholipide als Lysoforra zugegen sind. 
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10. Verfahren zur Herstellung einer waBrlgen Zubereitung zur Aufnahme und 
Stabilisierung von MikroblSschen zur Verwendung als Echokontrastmittel , da- 
durch gekennzelchnet, daB man Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere zusam- 
men mlt elnetn negativ geladenen Phospholipid und fur zur Erreichung der 
Isotonic ublichen Hilfsstoffe in Wasser Idst. 
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